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摘要 :【 目的 】 通 过 对 乙酰 胆 碱 受 体 pl 亚 基 突变 后 的 抗 吡虫啉 棉 蚜 Aphis gossypii (Glover) 种 群 的 继续 筛选 ， 明 确 
该 种 群 的 抗 性 发 展 规律 以 及 对 其 他 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 吓 虫 号 和 唆 虫 胺 的 交互 抗 性 及 相关 酶 学 机 理 。【 方 法 】 采 用 浸 
汪 法 连续 对 抗 吡 虫 啉 棉 蚜 进行 室内 入 选 、 测 定 吐 虫 胺 和 嘎 虫 肪 对 抗 吡 虫 啉 棉 蚜 种 群 的 毒 力 ; 选择 LC 7) 5 HIC E 
啉 、 喧 虫 胀 和 唆 虫 胺 处 理 抗 性 棉 蚜 ,采用 生化 分 析 法 测定 其 体内 羚 酸 酯 酶 、 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 和 乙酰 胆 碱 酯 酶 的 
活性 变化 , 并 观察 其 生物 学 特性 的 变化 。 【结果 】 本 研究 对 抗 性 棉 蚜 突变 种 群 用 吡虫啉 继续 筛选 至 75 代 , 抗 性 倍 
数 达 到 72.6 f, REF IERHZUSRXE 12 代 (RF7 5), 抗 性 仍 达 72.0 o H. RE, 2 对 噬 虫 胺 和 喧 虫 胀 的 交互 抗 性 
可 分 别 达 11.9 倍 和 20.1 倍 。 噬 虫 胺 对 抗 吡虫啉 棉 蚜 的 密 露 分 泌 和 体重 的 抑制 作用 均 大 于 吡虫啉 和 啶 虫 胀 。 噬 虫 
胺 对 RF7 的 羧 酸 酯 酶 、 合 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 和 乙酰 胆 碱 酯 酶 均 具 有 明显 的 抑制 作用 ， 而 喧 虫 胀 的 抑制 作用 较 小 。 
【结论 结果 表明 乙酰 胆 碱 受 体 基因 突变 槐 蚜 种 群 对 吡虫啉 的 抗 性 水 平 不 仅 升 高 , 且 停 止 用 药 后 其 抗 性 可 稳定 遗 
Fes 第 二 代 新 烟 碱 类 的 噬 虫 胺 在 抗 吡虫啉 槐 蚜 靶 标 突变 种 群 的 治理 中 具有 较 大 的 应 用 价值 。 
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Cross-resistance to clothianidin and acetamiprid in the imidacloprid- 
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Abstract. [ Aim] To clarify the development of resistance to imidacloprid and the related enzyme 
mechanism of cross-resistance to other neonicotinoids, clothianidin and acetamiprid, the imidacloprid- 
resistant strain of the contton aphid, Aphis gossypii, was continuously selected in the laboratory after we 
found a mutation in nicotinic acetylcholine receptor ( nAChR) BI1 subunit. [Methods] Leaf dipping 
method was used to select the imidacloprid-resistant strain of A. gossypii and to test the cross-resistance to 
acetamiprid and clothianidin. The LC, of acetamiprid and clothianidin were applied to the imidacloprid- 
resistant strain, and the effects on activities detoxifying enzymes and biological characteristics were 
determined with biochemical method and the systematic observation, respectively. [ Results] The 
resistant strain of A. gossypii was continuously selected with imidacloprid for 75 generations and the 
resistance ratio reached to 72. 6-fold as high as that of the susceptible strain. When resistance selection 
was suspended in the next successive 12 generations, the resistance of aphids just decreased to 72. 0-fold 
as high as that of the susceptible strain. By generation F7;,,,, the strain showed 11.9-fold and 20. 1-fold 
cross-resistance to acetamiprid and clothianidin, respectively. Clothianidin could significantly inhibit the 
activities of CarE, GST and AChE of the imidacloprid-resistant cotton aphid, while acetamiprid showed 
little effect on their activities. Clothianidin had stronger inhibition on honeydew excretion and bodyweight 


gain of A. gossypii than other two insecticides. [ Conclusion] The results demonstrate that the 
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imidacloprid-resistant mutation strain not only has high-level resistance to imidacloprid, but also the 


resistance can be stably inherited. Therefore clothianidin has a great application value in control of the 


imidacloprid-resistant mutation strain of cotton aphid. 
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Tu WP Aphis gossypii ( Glover) Jg 2É X8 H 
( Hemiptera) $4 P} ( Aphididae) , J& — fp 77^ E fis; zd 
人 花 等 作物 的 世界 性 分 布 的 害虫 。 该 害虫 生活 周期 
短 、 繁 殖 量 大 , 其 危害 不 仅 可 以 通过 直接 取 食 植物 
汁液 导致 棉花 营养 物质 的 直接 损失 ; 还 可 以 传播 大 
量 的 植物 病毒 以 及 分 泌 蜜 露 ,影响 作物 的 正常 生长 
( Satar et al., 1999; Ng and Perry, 2004) , 造成 的 经 
济 损失 十 分 严重 。 由 于 半 个 多 世纪 以 来 大 量 使 用 杀 
虫 剂 防治 棉 师 ,该 虫 对 有 机 氯 类 、 有 机 磷 类 、 氮 基 
甲酸 酯 类 和 拟 除 虫 菊 酯 类 等 杀 虫 剂 产生 了 不 同 程度 
的 抗 性 (Kerns et al., 1992; Hollingsworth et al., 
1994; Herron et al., 2000; Elbert et al., 2008 ) 。 新 
烟 碱 类 杀 虫 剂 目 20 基 纪 90 年 代 投 入 使 用 以 来 , 现 
已 经 成 为 防治 刺 吸 式 害 虫 的 种 用 药剂 (Nauen and 
Denholm, 2005; Jeschke and Nauen, 2008) 。 由 于 该 
类 杀 虫 剂 持 效 期 长 、 施 用 方式 多 样 、 对 非 目 标 生 物 
毒性 低 ， 以 及 具有 独特 的 作用 靶 标 一 一 乙酰 胆 碱 受 
体 (nAChR) , 使 得 该 类 药剂 在 防治 棉 蚜 以 及 缓解 其 
抗 药性 问题 等 方面 起 到 了 很 好 的 效果 ( 李 葫 和 韩 如 
Æ, 2007) 。 但 是 近年 来 ， 随 看 吡虫啉 等 新 烟 碱 类 
药剂 的 大 量 使 用 , 槐 是 等 害虫 对 这 类 药剂 的 抗 药性 
问题 也 逐渐 出 现 (Herron and. Wilson, 2011) ， 而 且 
对 吡虫啉 产生 抗 性 的 害虫 对 其 他 新 烟 碱 类 药剂 也 表 
现 出 明显 的 交互 抗 性 (Wang et al., 2008) 。 

唆 忠 胺 是 由 日 本 住友 化 学 株式 会 社 武田 公司 人 研 
发 的 第 2 代 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 ， 其 结构 中 含有 一 个 噬 
WR, 与 吡虫啉 等 第 1 代 新 烟 碱 类 药剂 相 比 结构 有 
了 较 大 的 改变 。 该 药剂 具有 对 饺 翅 目 、 双 翅 目 、 半 
翅 目 等 害虫 均 高 效 ， 对 哺乳 动物 、 乌 类 和 水 生生 物 
等 非 目 标 生 物 安 全 性 高 ， WARRE, 而 且 用 量 
少 、 内 吸 与 植物 传导 好 、 作 用 机 制 新 宁 和 环境 相 容 
性 高 等 特点 ,因此 在 防治 害 忠 和 延缓 害 忠 抗 药 性 秆 
方面 潜力 巨大 ( 程 志明 , 2004 ; Uneme et al., 2006) , 
杀 虫 宣 亚 致死 效应 是 指 昆虫 接 触 低 剂量 的 农药 后 ， 
不 立即 死亡 , 但 其 生物 学 和 生态 学 行为 发 生 改 变 的 
现象 ( 王 利 华 等 , 2011 ) 。 亚 致死 剂量 的 杀 虫 剂 影 啊 
昆虫 的 靶 标 酶 和 代谢 酶 活性 、 繁 殖 力 、 发 育 历 期 和 
成 虫 寿命 等 生命 参数 , 引起 昆虫 种 群 动 态 变化 ( 黄 
WEF, 2006; Jt zx, 2008), 





本 实验 室 以 从 未 接触 药剂 的 棉 蚜 为 敏感 品系 ， 
用 吡虫啉 对 其 进行 抗 性 筛选 60 代 , 其 对 吡虫啉 的 
抗 性 达到 66 倍 ,并 在 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 丢 标 部 
位 一 一 乙酰 胆 碱 受 体 pl 亚 基 发 现 单一 的 功能 性 位 
点 突变 (R81T) (Shi et al., 2012) 。 为 了 探 明 该 种 群 
的 抗 性 进一步 发 展 规律 和 对 其 他 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 的 
交互 抗 性 , 本 人 研究 对 该 突变 棉 蚜 种 群 用 吡虫啉 继续 
筛选 , 开展 了 往 选 获得 的 吡虫啉 抗 性 种 群 对 只 虫 胺 
和 蛇 虫 胀 的 交互 抗 性 及 相关 酶 学 机 理 的 研究 。 本 人 研 
究 对 抗 吡 虫 啉 栅 虹 的 治理 和 延缓 栅 虹 对 新 烟 碱 类 杀 
虫 剂 的 抗 性 发 展 均 具 有 较 大 指导 作用 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 
1.1.1 敏感 棉 蚜 种 群 (SS): 于 2009 年 5 月 采 自 山 
东 省 泰安 市 泰山 中 天 门 壶 天 阁 附 近 的 木 樟树 ， 从 未 
使 用 过 化 学 农药 , 对 多 种 药剂 均 敏 感 。 在 温室 内 不 
接触 任何 药剂 的 条 件 下 以 笼罩 盆栽 棉 苗 培养 。 
1.1.2. 抗 吡虫啉 棉 蚜 种 群 RE, : 于 2012 年 5 - 10 
月 , 对 RFw(66.6 倍 ) 抗 吡虫啉 突变 棉 蚜 种 群 (Shi 
et al., 2011) 继续 汰 选 至 75 代 , 抗 性 倍数 达到 72.6 
倍 ， 命 名 为 RE; 
1.1.3 ” 抗 吡虫啉 棉 蚜 种 群 RE o: 于 2012 年 10 
月 至 2012 年 12 H, 对 RFE; 种群 停 止 用 药 , 继续 饲 
F 12 4X, 并 测定 其 抗 性 倍数 为 72.0 fii, 命名 
为 REF’,s ,120 
1.2. 供 试 药 剂 及 仪器 

95. 4906 吡虫啉 (imidacloprid ) 原 粉 ， 95. 896 Wig R 
Pk (acetamiprid) 原 粉 , 山东 联合 农药 工业 有 限 公司 
产品 ; 96. 0% 噬 虫 胺 (clothianidin ) 原 粉 , LLL ZR GE 
药 业 有 限 公 司 产品 。 

UV-2201 型 紫外 分 光 光 度 , 日 本 岛 津 公司 产 
m; CR21 冷冻 离心 机 , 日 本 日 立 公 司 产 品 。 
1.3 ” 棉 蚜 抗 性 种 群 的 选 育 和 检测 

抗 性 棉 蚜 种 群 的 选 育 参照 王 开 运 和 莫 立 义 
(1988) 的 方法 。 采 用 药 液 浸渍 法 ,控制 死亡 率 在 
60% ~70% 。 将 接 有 无 翅 成 蚜 的 水 培 棉 苗 轻 轻 倒 
置 , 放 和 信 药 液 中 浸 3 ~5 s,， 放 回 原 处 。 竺 槐 蚜 繁殖 
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到 一 定 的 数量 后 , 继续 选 育 ， 经 多 代 处 理 选 择 筛选 
出 抗 药性 种 群 。 为 进一步 明确 抗 性 发 展 情 况 , 每 得 
363 代 进行 一 次 毒 力 测 定 ， 毒 力 测定 采用 浸渍 法 ， 
方法 如 下 : 人 先 将 吡虫啉 原 药 配 成 乳油 样品 , 用 吐 温 - 
80 作 乳 化 剂 ， 丙酮 作 溶 剂 。 测 定时 将 药剂 分 别 用 
水 稀释 成 5 ~6 个 系列 浓度 , 每 一 浓度 处 理 栅 苗 3 
R, 每 盆 放 有 一 棵 水 培 至 两 叶 一 心 的 槐 苗 ,， 每 棵 棉 
苗 上 有 无 这 成 蚜 50 ~ 100 头 ， 以 清水 处 理 为 对 照 。 
将 带 蚜 机 苗 倒 置 混和 人 药剂 中 漫 3 ~5 s, 然后 放 回 杯 
FP, 水 分 挥发 后 立即 检查 原始 虫 数 , 并 放 和 人 养 虫 室 
中 培养 , 养 虫 室内 温度 保持 在 25 + 1C ,相对 湿度 
50% ~60% , 光 暗 周期 14L: 10D。 人 处 理 后 24 h 检查 
存活 虫 数 。 抗 性 倍数 = Fn 代 的 LCso/ Fo 代 的 LCs, c 

1.4 毒 力 和 生物 学 指标 测定 

1.4.1 毒 力 测定 和 交互 抗 性 : 抗 吡 忠 啉 棉 蚜 种 群 
对 吓 虫 胀 和 噬 虫 胺 的 毒 力 测定 采用 药 液 浸渍 法 , 方 
法 同 1.3 节 。 交 互 抗 性 倍数 = 药剂 对 抗 性 种 群 的 
LCso/ 药 剂 对 敏感 种 群 的 LCso 。 

1.4.2 棉 蚜 种 群 蜜 露 分 泌 测 定 : 将 一 株 接 有 棉 蚜 
的 棉 苗 置 于 成 有 营养 液 的 日 次 杯 中 , 在 杯 口 上 方 棉 
BH RZAON—SUKURAK, HE P7) 825 2 cm 处 涂 
E-—RBULTAR, 防止 棉 蚜 逃逸 。 处 理 后 24 h 取 下 滤 
纸 并 检查 棉 蚜 的 数目 。 重 复 3 次 。 

密 露 的 计数 采用 蜜 露 色 斑 法 , 将 换 下 来 的 滤纸 
HETA 1 g/L 的 水 合 负 三 酮 肉 酮 溶液 中 充分 浸 
湿 , ETR, 放 和 人 烤箱 中 在 100 人 下 烘 烤 5 min, 3E 
露 即 显示 出 浅 紫红 色 斑 点 , 查 出 浅 紫 红色 斑点 的 数 
H, 除 以 该 日 的 存活 蚜虫 数目 , 即 为 每 蚜 每 日 分 泌 
的 蜜 露 数 。 

1.4.3 棉 蚜 种 群体 重 测定 : 挑 取 一 定数 量 的 无 翅 
成 蚜 称 重 后 接 到 棉 苗 上 , BESUmi p 25 3l; E 
Ai 31x. TENERE bim] 2 cm 处 涂 一 圈 凡 士 林 ， 
防止 可 蚜 的 逃逸 , 以 正常 栅 师 为 对 照 。 于 24, 48 和 
72 h 检查 棉 苗 上 的 存活 蚜虫 数 并 称 重 , 计算 72 h 
体重 变化 率 。 

1.5 离 体 酶 活性 测定 

1.5.1 WAHE: RRASA: 取 400 头 无 这 成 
FRAN, 加 入 2 mL 0. 04 mol/L £82 2 obit 
(pH 7. 0), TEKIRZR TE PF 5J3&, 5J2R IR T 4C, 
5 000 r/min 下 离心 10 min, 取 上 清 液 稀释 2 000 倍 

AeH A-S- R: 取 400 3 JG 9] T 5J 
KAN, MA 2 mL 66 mmol/L £t R2 2 th ifi ( pH 
7.0), TEUKIR AR TE P 533&, KAF AC, 9 000 


r/min 下 离心 20 min, X. E TÉ CE 29 REUS. 

乙酰 胆 碱 酯 酶 酶 液 : 取 400 3:638 S] T 5] 386 

AN, 加 入 3 mL 0.1 mol/L SER2ZE PUR (pH 7.4) , 
在 冰 浴 条 件 下 勺 浆 , 勺 浆 液 于 4Y , 12 000 r/min 下 
离心 15 min, 取 上 清 液 作为 酶 源 。 
1.5.2 测定 方法 : RRAK IUIS 7JUU E, 参照 Van 
Asperene( 1962) 的 方法 , 略 有 改进 。 反 应 混合 液 中 
含有 1 mL 羧 酸 酯 酶 酶 液 、 3 mL 3 x10 ^ * mL a- 
醋酸 蔡 酯 , 30 色 水 浴 保 温 30 min 后 各 加 入 1 mL 显 
色 剂 , 室温 放置 30 min 后 在 600 nm 波长 下 测 OD 
值 。 根 据 制 作 的 标准 曲线 和 酶 源 恒 日 含量 的 测定 绪 
R, OD 值 转换 成 比 活力 umol /mg pro * min, 

E rh HC ME R OT RE; Lus n APP EE FR 102 Dl B8 
的 抑制 测定 ,采用 1.5.1 189771, WER R iA 
BEIR EAE EUG HJ. RE; , SEA PP EF I ER BR BS NS EG TE 
JJ, 重复 3 K, 然后 计算 抑制 率 。 

谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 (CST) 比 活力 测定 ， 参照 
Habig 等 (1976 ) 的 方法 ,并 略 加 改进 。 反 应 混合 液 
中 含有 0.2 mL 酶 液 、2.4 mL 66 mmol/L 磷酸 缓冲 
ili (pH 7.0) , 0.3 mL 50 mmol/L 还 原型 谷 胱 甘 肽 水 
溶液 和 0.1 mL 0.03 mol/L 1-2-2, 4- MEA, 在 
27 人 水 浴 条 件 下 反应 5 min, 340 nm 下 测 OD 值 , 根 
据 制 作 的 标准 曲线 和 酶 源 和 蛋白 含量 的 测定 结果 , 将 
OD 值 转换 成 比 活力 umol /mg pro * min, 

IRE ri JEUNE ra, OG] RE; ,is 棉 蚜 种 群 合 胱 甘 肽 - 
S- 转 移 酶 的 抑制 测定 , 方法 同 1.5.1 市 , DEDE 
腕 和 喧 虫 胀 处 理 后 的 RE; ,1s 棉 蚜 种 群 的 谷 胶 甘 肽 - 
S- 转 移 酶 比 活力 , 重复 3 K, 然后 计算 抑制 率 。 

乙酰 胆 碱 酯 酶 (AChE ) 比 活力 的 测定 ,参照 
Corun 等 (1978 ) 的 方法 , 略 有 改进 , 反应 混合 液 中 
含有 0.4 mL Bi. 2.2 mL0.1 mol/L 7.4 HARE 
冲 液 和 0. 1 mL Asch-DTNB (1:2, v/v) TR & i, 
27% f iBK18 d 25 15 min 后 加 入 0.5 mL 10 7 
mol/L 的 毒 局 豆 大 水浴 液 , 412 nm 下 测定 OD fH, 
根据 制作 的 标准 曲线 和 酶 源 和 蛋白 含量 的 测定 结果 ， 
计算 乙酰 胆 碱 酯 酶 比 活力 。 

EE rh Hk FIRER PEX] RES ,1s 棉 蚜 种 群 乙酰 胆 碱 
酯 酶 的 抑制 测定 ， 采 用 1.5.1 市 的 方法 , DUAE 
VERRE R EA REJA HY RE; ,1s 棉 蚜 种 群 的 乙酰 胆 碱 
酯 酶 比 活力 , 重复 3 次 , 然后 计算 抑制 率 。 

酶 源 借 日 质 含量 测定 , 采用 Bradford (1976 ) 的 
考 马 期 亮 蓝 6-250 染色 方法 。 吸 取 原 酶 液 0. 1 mL 
于 试管 中 , 加 入 5 mL 25 3325 6-250 溶液 , 对 照 
管 中 则 加 入 0.1 mL SEE2ZE PIRE BUR. RJ. 
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室温 放置 5 min, Æ 595 nm FM OD fH, 根据 标准 
HL ZXCKR ER ES Ee C pg) ,并 做 3 次 重复 。 
1.6 ”数据 统计 与 处 理 

试 虫 处 理 后 48 h 检查 结果 , 记录 活 虫 数 ,计算 
存活 率 , 采用 Abbott 公式 计算 校正 死亡 率 , 并 按 机 
率 值 分 析 法 用 POLO 数据 处 理 系统 计算 毒 力 回归 线 
及 LCs 值 ， 数据 经 Duncan 氏 新 复 极 差 检验 ， 比 较 
在 95% 水 平 上 的 显著 性 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 抗 吡虫啉 棉 蚜 的 继续 筛选 和 稳定 性 检测 

棉 蚜 抗 性 第 选 采 用 漫 淡 法 , 每 选 育 3 代 对 其 进 
行 一 次 毒 力 测定 ， 以 便 准 确 监测 该 品系 栅 蚜 对 吡 虫 
啉 抗 性 的 发 展 动 态 ， 和顺 选 结果 见 表 1。 本 人 研究 在 实 
验 室 之 前 研究 的 基础 上 对 抗 性 棉 蚜 突变 种 群 用 吡 忠 
啉 继续 筛选 至 75 代 , 抗 性 倍数 达到 72.6 fi, Bg 
RER, AB 60 代 至 75 代 , 抗 性 增长 缓慢 而 且 平 
缓 。 如 果 用 吡虫啉 继续 筛选 , 抗 性 倍数 是 否 仍然 会 
继续 升 高 有 符 进 一 步 研究 。 

表 1 棉 蚜 对 吡虫啉 的 抗 性 选择 
Table1 Resistance selection of Aphis gossypii to 


imidacloprid in the laboratory 


筛选 代数 RFE LCs, ( pg/ mL) 抗 性 倍数 
Generation. Slope + SE (9596 FL) Resistance ratio 

Fo 3.62 +0.84 . 0.350 (0.313 -0.392 ) 1.0 

Foo 2.37 +0.22 23.310 (18.791 -27.635) 66.6 

Fa 2.00 +0.13 23.485 (19.878 -28.741) 67.1 

Fes 2.34 +0.15 24.185 (18.592 -34.811) 69.1 

Feo 2.20 x0.14 24.710 (18.644 -37.630) 70.6 

F2 2.19 +0.14 24.990 (18.196 -40. 513) 71.4 

Fs 2.10 +0.13 25.410 (22.802 -28.773 ) 72.6 


抗 性 倍数 =F, 代 LCso/ Fo 代 LC; 下 表 同 。Resistance ratio = the LCso 
value of the F, generation/the LCso value of the Fo generation. The same 


for the following tables. 


为 进一步 检测 该 突变 栅 蚜 种 群 对 吡虫啉 的 抗 性 稳定 
VE, 在 REF 时 停止 用 药 继续 饲养 12 代 , 且 每 隔 3 代 
对 棉 虹 进行 一 次 毒 力 测 定 , 结果 表明 , 到 RE; ,ws 时 
其 抗 性 倍数 仍 达到 72.0 倍 ( 表 2); 从 结果 看 出 ,从 
RF;; 停 止 用 药 后 , 其 抗 性 一 直 维 持 在 较 高 水 平 , 说 
明 该 靶 标 突变 基因 在 此 抗 性 种 群 中 可 稳定 遗传 , 也 
同时 说 明 , 突变 棉 虹 种 群 对 吡虫啉 的 抗 性 很 难 再 恢 
复 至 相对 敏感 的 水 平 。 
表 2 棉 蚜 对 吡虫啉 的 抗 性 稳定 性 检测 
Table 2 The stability of resistance to imidacloprid 


in Aphis gossypii 


筛选 代数 RFE LCso ( pg/ mL) 抗 性 倍数 
Generation Slope + SE (9596 FL) Resistance ratio 
Fs 2.10 +0.13 25.410 (22.802 -28.773) 72.6 
F5. 1.99+0.11 25.411 (21.690 -29.226) 72.6 
Fs+e 2.07 +0.13 25.320 (22.488 -28.961) 72.3 
Fsr:o 2.06+0.12 25.189 (21.392 -28.201) 72.0 
Fs+12 2.11+0.20 25.176 (20.915 -28.688) 72.0 


2.2 HERUR, TEE EB RE RU Do EB. KG] 7L TL E. Rm UT HJ 
SIWE 

由 表 3 看 出 , 抗 吡虫啉 棉 蚜 种 群 RFz , SERIE HR 
啉 产生 了 72.0 HDE. BERERA] SS 和 RE; FP 
群 的 LCso 分 别 为 2.14 和 25.5 pg/mL, 抗 性 倍数 为 
11.9; WE Hi OX] SS 和 RES ,ys 种 群 的 LCso 分 别 为 
2.4751 49. 6 pg/mL, 抗 性 倍数 为 20.1， 高 抗 品系 
的 槐 师 对 噬 虫 腕 和 喧 虫 胀 分 别 也 产生 了 低 等 和 中 等 
水 平 的 交互 抗 性 。 
2.3 ERME, E h pi F E R ARX e e h k F a 
露 排泄 的 影响 

吡虫啉 、 ERE HUC DE 1 PK LC», 38 RE; , Pn 4 
72 h ZWAAI A 2.81, 1.30 4811.92 W/K, WMA 
AES BRE 72 h 蜜 滴 数 为 3. 18 滴 / 头 , 3 个 药剂 的 
抑制 率 分 别 为 11.6% , 59.1% 和 39.6%( 表 4)。 相 


RI 吡虫啉 , 噬 虫 胺 和 蛇 虫 胀 对 抗 吡 虫 啉 棉 蚜 的 毒 力 测定 


Table 3 The toxicity of imidacloprid, clothianidin and acetamiprid to the imidacloprid-resistant Aphis gossypii 


敏感 种 群 SS 
EUR LC; ( L) 
Pesticide 斜率 Slope s pg/m 
95% FL 
吡虫啉 Imidacloprid 3.62 +0.48 0.35 (0.31 -0.39) 
BE IH Hè Clothianidin 3.32 +0.39 2.14 (1.68 -2.53 ) 
HEIE PK Acetamiprid 2.67 +0.67 2.47 (1.64 -3.08) 





抗 性 种 群 RF75 io 抗 性 倍数 
RI Slope Oso ( pg/mL) PON 
95% FL 75 +12 
2.10 +0.13 25.2 (21.8 -29.8) 72.0 
1.92 x0.30 25.5 (20.3 -30.7) 11.9 
3.15 +0.29 49.6 (43.8 - 55.7) 20.1 


表 中 数据 是 3 次 重复 的 平均 值 + SE; 下 表 同 。Data are means + SE of 3 replicates. The same for the following tables. 
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3e 4 ERREN DE ELA] ILL EB. DG UT E Ee HEE RTI b FE FH 


Table 4 Inhibitory effect of imidacloprid, clothianidin and acetamiprid on honeydew excretion of 


the imidacloprid-resistant Aphis gossypii 


药剂 LCa 
( ug/mL) 24 h 


对 照 ( 清 水 ) Control (water) 一 


Pesticide 


3.16 +0.012 ab 


吡虫啉 Imidacloprid 10.32 3.13 €x0.125 ab 
WEIK Hè Clothianidin 6.84 2.50 +0.065 d 
HEE PK Acetamiprid 13.31 2.40 +0.158 d 








数值 后 不 同 字 母 示 差异 显著 ( Duncan 氏 新 复 极 差 检验 ) (P <0. 05) 


0.05 level ( Dunean' s new multiple range test). The same for Table 5. 


对 于 吡虫啉 , DE TER ERCRI UE HOS] DE ERRIA B) 23€ HE 
泄 表 现 出 了 明显 的 抑制 作用 , 其 中 噬 虫 胺 抑制 效果 
更 为 显著 。 
2.4 WERI, TEE R BAR e ER. ARA Er UL E, Ro A 
重 的 影响 

HERIR, BE R ii FRE R PRAE RI RES uS 
72 h 体重 分 别 为 0.156, 0.065 和 0.128 mg/3k, 18 
水 处 理 对 比 种 群 的 重量 为 0. 267 m/k, MHI 
别 达 41.6% , 75.796 $0 52.1% (3€ 5) 。 结 果 表 明 ， 
相 比 于 吡虫啉 和 喧 虫 胀 , 亚 致死 剂量 的 噬 虫 胺 更 能 
SEES BUE Ke 
2.5 Wr. TEE R Bat RU e ER. ARX Er UL E, Ro 807 V 
DEI 3: m TE AI 34 

由 表 6 可 以 看 出 ，RF;s ,1 和 SS Wi BE EE A 
的 捧 酸 酯 酶 比 活力 分 别 为 0.970 和 2.097 mmol/mg 
pro* min; 用 吡虫啉 LC 处 理 后 ,两 个 种 群 竣 酸 酯 
酶 的 比 活力 分 别 为 0.741 和 2.022 mmol/mg pro : 
min, 其 抑制 率 分 别 为 23.6% 和 3.7% , 对 敏感 种 群 


蜜 滴 数 ( 滴 / 涉 )Honeydews ( number of drops per aphid) 


72 h 抑制 率 (% ) 


48 h 72 h Inhibitory rate at 72 h 
3. 15 x0. 009 ab 3.18 x0.006 a 
2.97 x0.022 be 2.81 x0.089 c 11.6 
1.91 x0.012 e 1.30 x0.042 f 59.1 
2.23 x 0.194 de 1.92 x0.041 e 39.6 


; Æ 5 |n], Different letters following the data are significantly different at the 


的 抑制 率 明 显 地 高 于 抗 性 种 群 。 用 噬 虫 腕 LC, 处 
FE RF;, ,is 和 SS 两 个 种 群 棉 虹 后， 抑制 率 分 别 为 
62. 6% 和 30.1% ,而 用 喧 虫 胀 处理 后 ,抑制 率 分 别 
为 14.4% 和 29.5%。 结 果 表 明 , E ne E kA E R 
WEB EG, UE IR EOS NES NS S OU 5 E BUG l 
作用 。 
2.6 MERTE., E R Ek FARE R RXT r e h tn A 
内 谷 胱 甘 肽 -S$- 转 移 酶 活性 的 抑制 作用 

AKT 可 以 看 出 RE; UI SS Wi BREED A BU 
谷 脱 甘 肽 -S- 转 移 酶 的 比 活力 分 别 为 18.1 和 15.9 
wmol/mg pro * min, HIE Ek LC 处 理 后 ,两 个 种 
群 的 谷 胱 甘 肽 -$- 转 移 酶 的 比 活力 分 别 为 18.0 和 
15.2 jumol/mg pro .min， 抑 制 率 分 别 为 0. 6% 和 
4.4% , 对 敏感 种 群 的 抑制 率 明 显 高 于 抗 性 种 群 ， 
说 明 谷 胶 甘 肽 -$- 转 移 酶 也 参与 了 棉 蚜 抗 性 的 产生 。 
HERE LCy 人 处 理 RE, F SS 两 个 种 群 后 ,抑制 
率 分 别 达到 了 45. 8% 和 20.7% ， 而 用 啶 虫 胀 LC» 
处 理 后 ,抑制 率 分 别 为 22.1% 11. 996 ,结果 表 


RS 吡虫啉 、 喀 虫 胺 和 蛇 虫 胀 对 抗 吡 虫 啉 棉 蚜 体重 的 影响 


Table 5 Influence of imidacloprid, clothianidin and acetamiprid on bodyweight of the imidacloprid-resistant Aphis gossypii 


体重 Bodyweight ( mg/aphid) 


药剂 LC20 Hana 
(pg/mL) skm 24 h 


Before treatment 


Pesticide 


对 照 (清水 ) 


Control ( water ) 


WE ER Bpk 


- 0.177 x 0.004 a 


10.32 0.177 x0.004 a 0.177 x0.003 a 
Imidacloprid 
BE 
is 6.84 0.177 x0.004 a 0.098 +0. 002 f 
Clothianidin 
VEIE PÉ 
RE 13.31 0.177 x0.004 a 0. 155 +0. 004 c 


Acetamiprid 


0. 201 +0. 002 a 


72 h 抑制 率 (% ) 


48 h 72 h Inhibitory rate at 72 h 


0.221 x0.002 a 0.267 +0. 002 a 


0.166 +0. 002 b 0.156 +0. 002 c 41.6 
0.085 +0. 002 g 0.065 +0. 002 h 75.7 
0.143 +0. 002 d 0. 128 +0. 002 e 52.1 
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Table 6 CarE activity of the imidacloprid-resistant Aphis gossypii treated with imidacloprid, clothianidin and nitenpyram 


处 理 组 比 活力 对 照 组 比 活力 
药剂 种 群 LC Specific activity in Specific activity in 抑制 率 (% ) 
Pesticide Population ( mg/ mL) treatment group the control group Inhibitory rate 
( mmol/mg pro * min) ( mmol/mg pro * min) 
吡虫啉 SS 0.13 (0.083 -0. 177) 0.741 +0. 005 b 0.970 x0.013 a 23.6 
Imidacloprid RFE;; 412 10.32 (6.557 -13.982) 2.022 +0.472 a 2.097 +0.459 a 3.7 
BE rh p SS 1.38 (1.250 - 1.511) 0.678 +0. 002 b 0.970 x0.013 a 30.1 
Clothianidin RF 412 6.84 (5.727 - 77.949) 0.785 +0. 007 b 2.097 x0.459 a 62.6 
KER JPK SS 0.46 (0.389 - 0.526) 0.684 +0. 009 b 0.970 +0.013 a 29.5 
Acetamiprid RF 412 13.31 (10.216 - 16. 127) 1.795 x0.221 b 2.097 x0.459 a 14.4 








同一 行 数据 后 不 同 字 母 表示 对 照 组 与 处 理 组 之 间 差 异 显著 (Duncan 氏 新 复 极 差 检 验 ) (P «0.055; Pn]. Different letters within a row 


indicate a significant difference between treatment group and the control group ( Duncan’ s new multiple range test) ( P «0. 05) . The same for the 


following tables. 


HH, np Hi PHONE ri AA EG, BER HEXA DEH k-S- 


转移 酶 具有 更 明显 的 抑制 作用 。 


表 7 吡虫啉 、 唆 虫 胺 和 了 啶 虫 胀 处 理 后 抗 吡 虫 啉 棉 蚜 体内 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 活性 
Table7 GST activity of the imidacloprid-resistant Aphis gossypii treated with imidacloprid, clothianidin and nitenpyram 
处 理 组 比 活力 对 照 组 比 活力 
药剂 种 群 LCa Specific activity in Specific activity in 抑制 率 (% ) 
Pesticide Population ( ng/ mL) treatment group the control group Inhibitory rate 
( mmol/mg pro * min) ( mmol/mg pro * min) 
吡虫啉 SS 0.13 (0.083 -0. 177) 15.2 x0.43 a 15.9 x0.20 a 4.4 
Imidacloprid RF75 +12 10. 32 (6.557 - 13.982) 18.0 x0.32a 18.1 +0.47 a 0.6 
BEIR ic SS 1.38 (1.250 - 1. 511) 12.6 x0.35 b 15.9 x0.20a 20.7 
Clothianidin RF75 +12 6.84 (5.727 -7.949 ) 9. 80 x0.36 b 18.1 +0.47 a 45.8 
Wk c pK SS 0.46 (0.389 —0.526) 14.0 +1.69 b 15.9 +0.20 a 11.9 
Acetamiprid RF-5 412 13.31 (10.216 - 16.127) 14.1 x0.25 b 18.1 x0.47a 22.1 
3e 8 ERM, TEE EH RECTO pE ERA AS 88 Jes r RUE E b BUT s DJ C Bc HE a Pos P ir DE 
Table 8 AChE activity of the imidacloprid-resistant Aphis gossypii treated with imidacloprid, clothianidin and nitenpyram 
处 理 组 比 活力 对 照 组 比 活力 
药剂 种 群 LCa Specific activity in Specific activity in 抑制 率 (% ) 
Pesticide Population ( mg/ mL) treatment group the control group Inhibitory rate 
( mmol/mg pro * min) ( mmol/mg pro * min) 

吡虫啉 SS 0.13 (0.083 -0. 177) 20.0 +0.79 a 21.0 x0.15a 4.8 
Imidacloprid RF-5 412 10. 32 (6.557 - 13.982) 26.9 +0.86 b 28.0 x0.36 a 3.9 
BEIR ic SS 1.38 (1.250 - 1. 511) 17.6 x0.40 b 21.0x0.15a 16.1 
Clothianidin Rk75 +12 6.84 (5.727 -7.949 ) 17.7 x0.90 b 28.0 x0.36 a 36.8 
Wk c pK SS 0.46 (0.389 —0.526) 17.6 +0.61 b 21.0 +0.15 a 16.2 
Acetamiprid RF75 +12 13.31 (10.216 -16. 127 ) 24.1 x0.86 b 28.0 x0.36 a 13.9 


2.7 MERE, TE EH EA E ER. KG 7L DIG Ha. Do o] A 
内 乙酰 胆 碱 酯 酶 活性 的 抑制 作用 
MRS 可 以 看 出 RES, I SS PATRIS E BR 
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乙酰 胆 碱 酯 酶 的 比 活力 分 别 为 28.0 和 21.0 pmol/ 
mg pro* min, 用 吡虫啉 LC» 处 理 后 , 两 个 种 群 的 乙 
酰 胆 碱 酯 酶 的 比 活力 分 别 为 26.9 和 20.0 pmol/mg 
pro * min， 抑 制 率 分 别 为 3.9% 和 4.8% ,对 敏感 种 
群 的 抑制 率 明 显 高 于 抗 性 种 群 ,说 明 乙 栈 胆 碱 酯 酶 
也 参与 了 棉 蚜 抗 性 的 产生 。 用 噬 虫 胺 LC, 处 理 
RFs 和 SS 两 个 种 群 后 ,抑制 率 分 别 达 到 了 
36.8% $80 16. 196 , mu File HK LC, AXE, 抑制 率 
分 别 为 13.9% 和 16. 290 。 结 果 表 明 , 与 吡虫啉 和 
UE HL PKAH EG, 噬 虫 腕 对 乙酰 胆 碱 酯 酶 具有 更 明显 的 
抑制 作用 。 


3 讨论 


吡虫啉 作为 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 的 代表 性 药剂 , 在 
国内 已 经 推广 使 用 了 20 RE, 而 抗 性 问题 也 早已 
引起 了 人 们 的 关注 。 其 中 棉 蚜 对 吡虫啉 的 抗 性 的 发 
展 早已 进入 了 快速 增长 的 阶段 ( Wang et al., 2007) 。 
本 诬 题 组 史 晓 斌 等 (2011) 用 吡 忠 啉 对 敏感 种 群 棉 
We 45 代 , 获得 了 抗 性 倍数 为 42 倍 的 抗 性 种 
HE, Shi 等 (2012 ) 对 该 抗 性 种 群 继续 第 选 至 60 fV, 
获得 了 抗 性 倍数 达 66. 6 倍 的 抗 性 种 群 ,并 在 新 烟 
碱 类 杀 虫 剂 功能 性 结合 位 点 乙酰 胆 碱 受 体 B1 亚 基 
发 现 一 位 点 突变 (R81T) 。 本 研究 用 吡虫啉 对 该 突 
变 的 抗 性 槐 是 种 群 继 续 筛选 至 75 代 , 抗 性 倍数 达 
到 72.6 售 , 而 且 停 止 用 药 继续 饲养 棉 蚜 12 代 后 ， 
其 抗 性 没有 明显 的 恢复 , 这 与 于 彩虹 等 (2004) 对 敏 
感 杨 蚜 进 行 吡虫啉 的 室内 抗 性 第 选 18 代 , 并 停止 
用 药 继续 饲养 12 fV, 抗 性 倍数 从 10. 08 倍 恢复 至 
5.09 倍 结果 明显 不 同 。 说 明 吡 虫 啉 引起 棉 蚜 种 群 
靶 标 突变 后 , 抗 性 槐 是 种 群 不 仅 达 到 了 高 抗 水 平 ， 
而 且 停 止 用 药 后 很 难 再 恢复 至 相对 敏感 水 平 ， 
此 , 在 应 用 吡虫啉 防治 杨 蚜 时 一 旦 引起 纲 标 基因 
(nAChR 基因 ) 的 突变 , 其 对 棉 蚜 的 防治 将 很 难 再 
有 和 较 好 的 效果 。 但 田间 药剂 对 棉 蚜 选择 压 毕 葛 远 低 
于 室内 选 育 的 选择 压 , 而 且 国 内 尚未 发 现 靶 标 位 点 
突变 的 抗 吡虫啉 棉 蚜 种 群 ， 中 晓 斌 等 (2011 ) 报 道 了 
对 吡虫啉 产生 34.5 倍 中 等 抗 性 的 夏津 田间 棉 蚜 种 
群 ,， 说 明 田间 樟 师 种 群 虽然 对 吡虫啉 产生 了 一 定 的 
抗 药性 , 但 目前 还 未 达到 发 生 基因 突变 的 抗 性 水 
P, 因此 如 何 控 制 吡 忠 啉 的 用 量 在 诱发 纪 标 突变 的 
水 平 以 下 ,以 此 来 延长 其 使 用 寿命 仍 是 目前 旺 答 解 
决 的 问题 。 

本 研究 结果 表明 , 抗 吡虫啉 棉 蚜 突变 种 群 对 第 


1 代 新 烟 碱 类 的 是 虫 胀 产生 了 20.1 倍 的 交互 抗 性 ， 
并 且 对 第 2 代 新 烟 碱 类 的 噬 虫 及 也 产生 了 11.9 fi 
交互 抗 性 , 这 与 Shi 等 (2011) 报 掉 的 对 吡虫啉 产生 
42 倍 抗 性 的 棉 虹 种群 与 烦 喧 虫 腕 和 喧 虫 肪 产生 了 
较 明 显 的 交互 抗 性 ， 而 与 吐 虫 胶 和 噬 虫 唆 无 交互 抗 
性 的 结 采 不 同 。 说 明基 因 突 变 棉 蚜 种 群 对 吡虫啉 的 
抗 性 程度 不 仅 明显 升 高 , 而 且 其 交互 抗 性 的 药剂 范 
围 也 扩大 至 不 同 结构 的 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 ETER 
基因 突变 是 怎样 影响 交互 抗 性 的 尚 有 符 进 一 步 
人 研究 。 

杀 虫 剂 施 用 于 田间 , 除 直 接 杀 死 害虫 外 ,其 毒 
力 会 逐渐 递减 为 亚 致死 效应 , 并 且 杀 虫 剂 的 亚 致 死 
效应 越 来 越 受 到 重视 (王建 军 和 田 大 军 , 2009) 。 在 
田间 , 一 旦 害虫 对 农药 产生 抗 药性 , 则 农药 的 有 效 
剂量 则 转变 为 亚 致死 剂量 (Bao, 2009) 。 本 人 研究 中 ， 
抗 吡虫啉 柳 虹 种群 对 第 1 代 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 唉 虫 胀 
产生 了 明显 的 交互 抗 性 , 而 且 其 对 棉 蚜 种 群 的 亚 致 
死 效 应 也 不 明显 , 因此 当 棉 是 等 害虫 对 吡虫啉 产生 
较 高 水 平 抗 性 时 , 不 宜 用 同 为 第 1 代 新 烟 碱 类 的 其 
他 药剂 防治 此 抗 欧 性 害虫 ( 史 晓 浅 ，2011) 。 同 时 ， 
第 2 代 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 星 虫 胺 对 抗 吡 虫 啉 栅 蚜 种 群 
却 表 现 出 了 较为 明显 的 亚 致死 效应 , 说 明 该 药剂 对 
析 蚜 种 群 的 增长 具有 显 闭 的 抑制 效 霖 , 因此 , BER 
胺 防治 由 吡虫啉 引起 的 误 标 突变 的 抗 性 棉 蚜 种 群 仍 
起 到 较 好 的 效果 。 本 研究 结果 表明 , 噬 虫 腕 对 该 突 
变 棉 蚜 种 群 的 抑制 作用 主要 表现 在 两 方面 , 一 是 只 
忠 胺 对 抗 性 棉 蚜 体内 解毒 酶 的 活力 有 较为 明显 的 抑 
制作 用 , 干扰 了 棉 蚜 体内 正常 代谢 反应 ,致使 其 代 
WAAL, 这 与 任 学 祥 (2011) 报道 的 噬 虫 胺 亚 致死 剂 
量 对 桃 蚜 体内 解毒 酶 具有 明显 的 抑制 作用 结果 相 
似 。 男 一 方面 , 噬 虫 胺 对 蚜虫 生物 学 特性 比如 体重 
和 蜜 露 分 泌 等 有 明显 的 抑制 作用 。 同 时 早 有 人 研究 表 
BH, 生物 在 吸收 有 毒物 质 后 ,会 导致 寿命 减 短 、 产 
卵 能 力 下 降 等 的 变化 ( Bayne et al., 1979) 。 然 而 也 
有 研究 表明 , 有 些 药 剂 亚 致死 剂量 对 棉 师 和 桃 昨 种 
群 增长 具有 一 定 的 促进 作用 (Lowery，1986; Kerns 
and Stewart 2000) ， 其 不 同 的 亚 致死 效应 可 能 与 药 
剂 类 型 、 使 用 剂量 和 害虫 种 类 有 关 (Yin et al., 
2008) 。 在 未 来 害虫 综合 治理 中 , 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 
仍 发 挥 着 重要 的 作用 , 虽然 棉 蚜 对 吡虫啉 抗 性 已 经 
FEIL, 但 国内 田间 抗 性 棉 蚜 种 群 中 尚未 发 现 由 
吡虫啉 引起 的 靶 标 基 因 的 突变 ,而 且 田间 抗 吡虫啉 
槐 蚜 种 群 对 噬 虫 胺 的 交互 抗 性 仍 停留 在 低 水 平 ， 
JE HUC TS 2 代 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 在 防治 棉 蚜 等 害 


1150 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 56 15 


虫 仍 具有 较 好 的 应 用 前 景 。 同 时 在 田间 施用 吡虫啉 
等 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 时 ,控制 其 使 用 量 在 户 发 靶 标 突 
变 的 水 平 以 下 ,以 及 轮换 使 用 不 同 靶 标的 杀 虫 剂 ， 
或 者 俩 发 新 型 络 构 的 新 烟 碱 类 约 剂 ， 对 于 延长 新 烟 
碱 类 杀 虫 剂 的 使 用 寿命 具有 重要 的 意义 。 
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